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IMMUNOVECTEURS UTILISABLES POUR LE TRANSPORT INTRACELLULAIRE ET INTRA- 
NUCLEAIRE 



5 

La presente invention est relative au transfert actif d'haptenes, de 
proteines, d'acides nucleiques et autres molecules dans le noyau de 
10 cellules eucaryotes. Cette invention revet une importance majeure 
puisqu'elle peut 6tre appliqu^e d divers domaines, notamment celui de la 
therapie gdnique et des vaccins. 

La therapie genique demeure conditionnee par un nombre considerable de 
15 parametres, parmi lesquels le developpement de vecteurs capables de 
transporter a travers le cytoplasme de ces cellules de I'organisme de I'hote 
des principes actifs doues de proprietes specifiques pred6terminees dans 
les noyaux de cellules de I'organisme en {'absence d'alt^rations gen^tiques 
associees a I'utilisation de ces vecteurs, et la non-d§gradation de I'activit^ 
20 biologique des principes actifs transf^res. On salt qu'a ce jour toutes ces 
conditions sont loin d'etre reunies (1); 

En effet, les methodes actuelles utilisdes couramment pour transferer 
I'AON dans les cellules sont les suivantes ; des methodes g^n^rales, non 

25 selectives, qui utilisent la propridt^ de I'ADN de coprecipiter avec le 
phosphate de calcium ou le DEAE-dextran, ou bien I'introduction directe de 
I'ADN dans les cellules sous I'effet d'un champ electrique (electroporation). 
Ces methodes sont tres toxiques pour les cellules, entrainant une grande 
mortalite et une grande variabilite selon les cellules utilisees. D'autres 

30 m§thodes utilisent un ciblage de I'entr^e du g^ne dans les cellules par des 
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recepteurs presents a leur membrane. L'ADN peut alors penetrer dans la 
cellule par rintennedialre soit d'un ligand sp^cifique de ces recepteurs : 
asialorosomucolde (2), Insuline (3) ou transferrine (4), soit d'antlcorps 
spiclfiques de constituents membranaires (5): Le complexe ADN/ligand 
5 pendtre dans la cellule par un processus d'endocytose. La transfection est 
done limltee par une destruction importante du cpmplexe dans les 
vesicules lysosomales, et differentes methodes ont et6 proposees pour 
pallier ces inconvenients, notamment le blocage du compartiment 
lysosomal par la chloroquine ou {'addition simultan^e d'adenovirus qui 
10 6chappent au compartiment endosomal en d§truisant la membrane des 
vesicules d'endocytose (6). 

La presente invention a pour but de mettre a disposition un nouveau type 
de vecteurs a la fois plus efficaces et d'une plus grande innocuite que les 
IS vecteurs viraux dont I'utilisation est envisagee a ce jour. 

L'invention concerne done un produit de couplage entre un principe 
biologiquement actif et un de ces nouveaux vecteurs, ci-apres denommes 
"immunovecteurs", ledit produit de couplage etant caracterise, a la fois par 

20 la capacite de I'immunovecteur a permettre I'internalisation dans des 
cellules eucaryotes de principes biologiquement actifs lies de maniere 
covalente ou non covalente a ces immunovecteurs. et par leur affinite pour 
I'ADN de ces cellules, au point de rendre ledit immunovecteur apte a 
transferer le principe biologiquement actif a proximity immediate des 

23 noyaux de ces cellules ou dans les noyaux de ces cellules. 

Ces immunovecteurs consistent de preference en des anticorps ou 
fragments d'anticorps aptes a reconnaitre des sequences d'ADN au sein 
de ces cellules, et auxquels peuvent etre lies de maniere covalente ou non 
30 covalente des principes biologiquement actifs, ces anticorps bu fragments 
d'anticorps etant en outre capables de transporter in vitro et in vivo ces 
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principes biologiquement actifs a travers les membranes et le cytoplasme 
de ces cellules, et a les transferer a proximite ou m§me dans le noyau de 
ces cellules. 

5 II est entendu que dans ia pr^sente description le tenne "principe 
biologiquement actif concerne toute molecule, macromolecule, groupe de 
molecules poss^dant I'activit^ biologique du genre en question. 

L'invention est ^galement relative a un proc6d§ de transfert, notamment 
lu d'haptenes, de proteines et/ou d'acides nucleiques dans le noyau de 
cellules particulierement de cellules eucaryotes, ce precede etant base sur 
I'utilisation des proprietes desdits immunovecteurs. 

L'existence d'anticorps capables de penetrer ^ I'int^rieur de noyaux de 

15 lymphocytes humains iorsque ces cellules sont incubees in vitro dans un 
milieu de culture contenant un serum provenant de malades attaints de 
lupus 6ryth6mateux dissemlne (LED), a ete rapportee pour la premiere fois 
par Alarcon-Segovia et al. en 1978 (7). Par la suite, la meme equipe a 
demontre que ces anticorps sont d'isotype IgG et sorit capables de reagir 

20 avec des acides ribonucleiques, libres ou complexes avec des proteines 
(8). Recemment, ce type d'anticorps a 6t§ d^tectd chez la souris lupique 
MRL Ipr/lpr, mais egalement chez la souris NZB presentant un syndrome 
de maladie hemolytique auto-immune et meme chez la souris normale 
BALB/c. Certains anticorps monoctonaux, prepares a partir de la rate de 

25 ces souris, se sont averes capables de penetrer in vitro dans le noyau de 
cellules maintenues en culture (10-13). Comme chez I'humain, il a ete note 
que ces anticorps rnonoclonaux etaient capables de reconnaltre des 
acides nucldiques. De plus, il a §t§ montr§ que ces anticorps spnt aussi 
capables, lorsqu'ils sont injectes chez la souris, de p^n^trer dans plusieurs 

30 types de eel lules, pour se retrouver dans leurs noyaux (11). 
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L'invention decoule de la decouverte que ce type d'anticorps ou des 
fragments de ces anticbrps pouvaient aussi Stre utilises comme vecteurs, 
ci-apr6s « immunovecteurs » aptes a transporter des principes 
biologiquement actifs^ tels que des haptenes, des proteines, et des acides 
5 nucleiques a travers les membranes et le cytoplasme des cellules 
correspondantes, et a assurer leur transfert dans le noyau desdites 
cellules. 

Ces anticorps peuvent §tre obtenus sous forme polyclonale d partir d'un 
10 s6njm, en particuiier d'un animal prealablement immunise centre des 
fragments d'acide nucleique porteurs de I'^pitope correspondent, ou sous 
forme monoclonale, a partir d'hybridomes s^creteurs de tels anticorps. 

Tout type de liaison, chimique ou non, peut etre mlse en oeuvre pour 
IS assurer le couplage d'un immunovecteur du type anticorps ou fragment 
d'anticorps ayant une affinite pour les acides nucleiques au principe 
biologiquement actif, par exemple un haptene ou un acide nucleique, aux 
fins de le transporter a travers les membranes et le cytoplasme des 
cellules, et a assurer le transfert de ces principes actjfs dans le noyau. 

20 

De fagon preferee Ton aura recours a un mode de couplage chimique, 
permettant la realisation de liaisons covalentes ou non covalentes. 

Des produits de couplage prefer^s sont ceux dont les immunovecteurs 
25 sont selectionnables par un test de penetration cellulaire comportant une 
premiere incubation de 1' immunovecteur etudie en presence de cellules en 
culture dans le noyau desquelles le principe actif susceptible d'etre 
associe a i'immunovecteur doit etre transporte, suivie, aprds fixation et 
permeabilisation de ces cellules, d'une autre incubation avec des anticorps 
30 anti-immunovecteurs marques, et enfin d'une detection a proximite 
immediate du noyau ou meme au sein de celui-ci de la reaction 
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immunologique du type antigene-anticorps entre rimmunovecteur et 
I'anticorps anti-immunovecteur. 

Parmi les immunovecteurs preferes de ia presente invention, on 
5 mentionnera les anticorps ayant une affinity pour un acide nucleique, ou 
un fragment de ceux-ci, ce dernier conservant cette affinite. 

Les anticorps ayant egalement la capacite de se fixer sur les cellules, en 
particulier des cellules lymphoTdes sont Egalement utilisables. Cette 

lu demiere categorie d'immundvecteurs peut egalement etre selectionnee par 
un test, lequel peut alors aussi comprendre I'incubation des 
immunovecteurs a I'etude avec des cellules lymphoTdes, le lavage desdites 
cellules lymphoTdes, I'incubation de ces dernieres avec des anticorps anti- 
immunovecteurs marques, et la determination du nombre de cellules 

15 positives dans chaque population. 

Dans une realisation, les cellules lymphoTdes utilisees sont des 
splenocytes de souris auto-immunes presentant un syndrome lupique. 

20 Un immuhovecteur prefere pour le produit de coupiage est choisi parmi les 
IgG monoclonales, les fragments (Fab')2 ou (Fab'), ou tous polypeptides 
correspondent au(x) site(s) des anticorps implique(s) dans la 
reconnaissance de I'acide nucleique correspondent. 

25 Preferentiellement, cet immunovecteur est une immunoglobuline, plus 
particulierement une IgG portent une activity anti-ADN, et provenant 
d'individus normaux. 

En outre, cet immunovecteur peut §tre une IgG portant une activity anti- 
30 ADN, et provenant d'individus presentant des syndromes auto-immuns, 
plus particulierement des syndromes de lupus erythemateux dissemine. 
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Dans une realisation particuliere de I'invention, rimmunovecteur couple au 
principe actif est un anticorps bi-specifique reconnaissant d'une part I'ADN, 
et d'autre part une prot6lne telle que Tat, Rev du retrovirus VIH, ainsi que 
des marqueurs de surface tels que CD3, CD4, CD8, CD1 9. et CD34. 

5 

Preferentiellement, le principe biologiquement actif couple a 
rimmunovecteur est une molecule choisie parmi notamment des acides 
nuclelques, des proteines notamment les enzymes, par exemple la 
peroxydase, des haptenes notamment la biotine ou la fluoresc6ine. les 
10 actlvateurs ou inhibiteurs d'enzymes et les medicaments. 

Dans une realisation pr6fer6e, I'acide nucleique couple est un 
polynucleotide, rimmunovecteur 6tant une IgG, le couplage s'effectuant 
par I'intermediaire de la p-benzoqulnone S raison d'une molecule 
15 d'immunovecteur pour 4 molecules de polynucleotide 

Un principe biologiquement actif utilise de preference, est constitue par un 
plasmide destine a s'integrer dans le noyau des cellules cibles pour 
['expression d'une proteine codee par un gene contenu dans ledit 
20 plasmide. Lorsqu'un tel plasmide est couple a un immunovecteur du type 
anticorps, ayant de raffinltd pour I'ADN. cet Immunovecteur est. de fagon 
preferee, pr§alablement couple a un agent capable d'induire un effet de 
compactage sur I'ADN, cet agent 6tant de preference la polylysine. 

25 En effet, la polylysine, qui par ses proprietes cationiques est capable de 
compacter I'ADN, favorise la transfection des cellules. Le couplage de 
polylysine d rimmunovecteur, qui s'effectue a I'aide d'un agent de 
couplage, plus particulierement un carbodiimide tel que I'EDC (1-(3- 
djmethylaminopropyl)-1 '-ethyl carbodiimide)., permet a I'ADN de reagir 

30 avec. celle-ci. Cela a pour effet d'induire la liberation du site actif de 
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I'anticorps qui peut etre parfois masque lorsque I'anticorps est couple a un 
principe actif de ia taiile d'un plasmide. 

D'autres agents susceptibles d'avoir, grSce a leurs proprietes cationiques, 
5 un effet de compactage sur I'ADN (2-6), peuvent aussi etre couples a 
rimmunovecteur pour remplir une telle fonction. 

De manidre plus speciflque, un principe biologiquement actif utilise 
preferentiellement est constitue par un gene destine a s'integrer dans le 
10 genome des cellules cibles, notamment par recombinaison homologue, 
plus particulierement un ADN "nu" contenant une sequence d'acide 
nucleique codant pour un polypeptide originaire de cellules bacteriennes 
ou eucaryotes, de cellules fongiques, ou de virus, ce polypeptide ayant 
des proprietes vaccinantes. 

15 

Avantageusement, ce principe actif permet rimmortalisation de types 
cellulaires choisis, particulierement les macrophages, les cellules 
dendritiques, les cellules B et T, et les cellules hematopoietiques, 
notamment d'origine humaine. 

20 

De faQon encore pr^feree, ce principe biologiquement actif est un 
oligonucleotide antisens pennettant I'inhibition de la synthese prbt^ique ou 
nucleotidique, par exemple dans les cellules infectables par un retrovirus 
VIH, ou dans des cellules tumorales. 

25 

Ainsi, les inventeurs ont d'une part tente d'obtenir a partir de la rate de 
souris autoimmunes (NZB x NZW)F1, presentant un syndrome lupique, 
des anticorps monoclonaux IgG qui ont ete selectionnes pour leur capacite 
a reagir avec I'ADN mais aussi, pour leur capacite a penetrer jusqu'au 
30 noyau des cellules. Parallelement, des anticorps polyclonaux reagissant 
avec I'ADN et pouvant penetrer dans les noyaux des cellules ont dte isoles 
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par chromatographie d'affinite. Cette chromatographie a ete appliquee, soit 
a un "pool" de serums de patients normaiix ou S un s6rum individuel 
normal, et de pr^fSrence a des scrums provenant de patients atteints 
d'infectlons, particuiierement a un serum de patients normaux atteints de 
5 LED, soit a un serum de souris (NZB x NZW)F1 . 

Dans un precede de selection d'immunovecteurs selon la presente 
invention, le test de penetration cellulaire des immunovecteurs comprend 
une premiere incubation de lign^s cellulaires eucaryotes dans un milieu 

10 contenant lesdits immunovecteurs de preference en concentration 
crolssante, puis la fixation et, si besoin, la perm§abilisation, ou vice-versa, 
de ces cellules, suivie d'une incubation desdites lignees cellulaires avec 
des anticorps anti-immunovecteurs marques de preference a la 
fluoresceine ou a la peroxydase, et la localisation des anticorps ainsi 

15 marques a proximity des noyaux desdites cellules ou mieux encore d 
I'interieur des noyaux. Les lignees cellulaires sont notamment choisies 
panni les fibroblastes, les thymocytes ou les splenocytes. 

Sans que les conditions reactionnelles qui sulvent aient un caractere 
20 limitatif, il peut-etre mentionne que la premiere incubation est souvent 
effectuee a 37'C, durant environ 2^8 heures avec des concentrations 
d'immunovecteurs d'environ 1 a 70 pg/rhl, sur des lignees cellulaires 
ensemencees a une concentration allant de 5 x 10^ a 5 x 10^ cellules par 
millilitre. 

25 

Dans une des realisations du precede, la lignee cellulaire est une lignee 
fibrobiastique en croissance exponentielle ensemencee S une 
concentration de 2 x 10^ cellules par millilitre, ou des thymocytes ou des 
splenocytes de souris BALB/c lesquels sont mis en suspension a raison 
30 d'environ 10^ cellules par millilitre. 
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Par ailleurs, ('invention concerne un precede de preparation de produit de 
coupiage immunovecteur-mol6cule(s), les immunovecteurs 6tant choisis 
parmi les anticorps, plus particulierement les IgG obtenus selon le proced^ 
de selection, les fragments (Fab')2 ou (Fab'), ou tout polypeptide 
5 correspondent au site des anticorps ou fragments d'anticorps impliques 
dans le transport des molecules. 

Dans le precede de preparation d'un produit de coupiage selon I'invention; 
il est fait en sorte qu'd chaque immunovecteur est couplee au moins une 
molecule de produit biologiquement actif, ladite molecule etant liee a 
10 I'immunovecteur de prMerence de fagon covalente. 

Les exemples qui sujvent iliustrent des conditions dans lesquelles, des 
haptdnes comme la fluoresc^ine et la biotine, des petites molecules 
comme des hormones, des proteines notamment des enzymes, des 

15 inhibiteurs ou activateurs d'enzymes et des medicaments, par exemple des 
antiviraux tels que Tacyclovir ou I'AZT, peuvent etre activement 
transportees a travers le cytoplasme des cellules traitees et transferees 
dans le noyau desdites cellules. En particulier, la fluoresceine a ete 
couplee aux groupements amines libres des immunovecteurs par 

20 rintemnediaire d'un groupement actif isothioyanate et la biotine par 
I'intermediaire d'un ester succinimide actif. Le coupiage des haptenes ou 
autres a I'immunovecteur peut §tre effectue par I'intermediaire d'autres 
reactifs ou groupes de pontage homo- ou heterobifonctionnels connus 
dans la litterature comme les imidoesters et N-hydroxy succinimydil esters 

25 pouvant reagir avec les groupements amines, par exemple des derives de 
groupes alkyle, haloaryie, haloacetyl et pyridyl disulfure reagissant 
pr^ferentiellement maleimides, ou par I'intermediaire de avec des 
groupements sulfhydryle, des carbbdiimides, ainsi que des molecules 
portant des groupements photoactivables comme I'azidobenzoyl hydrazide 

30 (13).. 
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En outre, les inventeurs ont prepare des produits de couplage ou 
rimmunovecteur est un anticorps bi-specifique contre un antigene cible, 
construit, soit par vole chimique soit par voie du genie genetique, et ont 
parallelement immunise des individus, par exemple des souris avec lesdits 
5 antigenes cibles, et selectionne des immunovecteurs anticorps bi- 
specifiques reagissant preferentiellement avec lesdits antigenes cibles, de 
sorte que Taction des immunovecteurs soit specifiquement dirigde. 

Des techniques relatives § la synthese d'anticorps bi-specifiques ont ete 
10 notamment decrites par Porstmann et al en 1984 (16), une etude intitulee 
"Development of a bispecific monoclonal antibody for use in molecular 
hybridisation" ayant ete par ailleurs publiee en 1 994 par Auriol et al (17). 

De maniere avantageuse, les anticorps bi-specifiques utilises dans ce 
15 precede reconnaissent entre autres les proteines Tat, Rev du retrovirus 
VIH, ainsi que des marqueurs de surface, CD3, CD4, CDS, CD19, et CD34. 

Par ailleurs, la presente invention concerne un precede de transfert d'un 
principe actif dans les noyaux de cellules eucaryotes choisies, caracteris^ 
20 par le couplage de ce principe actif § un immunovecteur poss^dant d la 
fois la capacity a permettre I'lnternalisation de ce principe actif dans ces 
cellules eucaryotes et une affinite pour I'ADN de ces cellules, au point de 
le rendre apte a transporter ce principe bioiogiquement actif a proximite 
immediate ou dans les noyaux de ces cellules. 

25 

Ce principe bioiogiquement actif peut §tre couple de fagon covalente ou 
non covalente S rimmunovecteur. 

Preferentiellement, ce precede de transfert est caracterise en ce que 
3u I'immjjnovecteur entrant dans la constitution de ce produit est choisi parmi 
ceux qui sont selectionnables par un test de penetration celluiaire 
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comportant une premiere incubation de rimmunovecteur etudie en 
presence de cellules dans le noyau desquelles le principe actif susceptible 
d'etre associe d rimmunovecteur doit §tre transports, suivie aprds fixation 
et permeabilisation de ces cellules, d'une autre incubation avec des 
5 anticorps anti-immunovecteurs marques, et enfin la detection a proximite 
immediate du noyau ou meme au sein de celui-ci de la reaction 
immunologique du type antigene-anticorps entre rimmunovecteur et 
I'anticorps anti-immunovecteur. 

10 Dans une realisation preferee du precede de transfer! selon invention, 
rimmunovecteur utilise est formS d'un anticorps ayant une affinity pour un 
acide nucleique, ou d'un fragment de cet anticorps conservant cette 
affinite. 

IS Cet immunovecteur utilise dans ce precede est preferentiellement choisi 
parmi les anticorps, de preference des IgG monoclonales, les fragments 
(Fab')2 ou (Fab'), ou tous polypeptides correspondant au(x) site(s) des 
anticorps implique(s) dans la reconnaissance de I'acide nucleique 
correspondant. 

20 

Avantageusement, une fois le produit de couplage immunovecteur/principe 
actif prepare, il peut etre utilise pour le transfert intranucleaire d'autres 
molecules. Ainsi, au conjugue fluoresceine/immunovecteur experimente, 
on peut associer un anticorps anti-fluoresceine coupIS avec une molecule 
23 tierce, et ainsi transferer ladite molecule tierce dans les noyaux des 
cellules; De fa9on similaire, le conjugue biotine/immunovecteur peut 
permettre la liaison d'un anticorps anti-biotine ou d'avidine-streptavidine 
couple avec une molecule tierce a transferer dans les noyaux. 

30 Dans .la presente invention, on a transfere dans le noyau une enzyme telle 
que la peroxydase de raifort, mais d'autres protSines possSdant des 
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activites biologiques variees peuvent aussi etre utilisees. On a aussi utilise 
la peroxydase couplee a I'immunovecteur par rintermediaire du 
glutaraldehyde. Cependant, d'autres precedes connus dans la litterature, 
comme ceux ddcrits dans le cas des haptenes, peuvent etre aussi utilises. 

5 

Comme dans le cas des conjugues haptenes/immunovecteur, il peut etre 
utilise, en association avec les conjugu§s proteine/immunovecteurs, un 
anticorps anti-proteine couple avec une molecule tierce pour le transfert 
intranucleaire de ladite molecule. 

10 

Dans {'invention ici decrite, bien qu'on ait transfere un polynucleotide dans 
le noyau, une tres grande variete d'acides nucleiques possedant des 
activites biologiques appropriees peut §tre ^alement activement 
transferee au niveau intranucleaire. 

15 

Ainsi un precede de transfert de principes actifs selon Tinvention permet 
notamment le transfert de genes destines a s'integrer dans le genome des 
cellules cibles, notamment par recombinaison homologue plus 
particulierement le transfert d'ADN "nu", ce dernier pouvant §tre 
20 notamment utilise en tant qu"'ADN vaccin". 

Une des techniques de recombinaison homologue possible est celle 
decrite par le Mouellic et al. en 1990 (18). 

25 De recents travaux effectues par Whalen R. G. et al ont penmis de montrer 
I'existence d'une r6ponse immunitaire suite d un transfert d'ADN. Ces 
travaux qui ont fait I'objet de la demande de brevet WO 95/11307, ont ete 
plus particulierement appliques a {'expression de molecules monoclonales 
du type cytokine IL2 (19). 
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En outre, ce proc6de de transfert permet d'introduire des sequences 
nucleotidiques impliqu^es dans rimmortalisation de diff^rents types 
cellulaires, particulierement les macrophages, les cellules dendrltiques, les 
cellules B et T, et les cellules hematopoietiques notamment d'origine 
5 humaine. A titre de sequences nucleotidiques on peut citer les sequences 
oncogenes ou des sequences virales assoclees a des phenomdnes de 
transfomiation cellulalre. 

II permet egatement le transfert d'oligonucl6otides antisens permettant 
10 I'inhibitlon de la synthese proteique ou nucleotldique, par example dans les 
cellules infectables par un retrovirus tel que VIH, ou les cellules tumoraies. 

Dans la pr^sente Invention, le polynucleotide a 6t6 coupl§ a 
rimmunovecteur par rintermedlaire de la p-benzoquinone. Cependant, 
15 d'autres proc^d^s connus dans la litterature peuvent etre aussi employes. 

Par ailleurs, la presente invention est aussi relative aux cellules 
eucaryotes contenant des molecules actives de preference au niveau 
nucleaire, caract^risees en ce que lesdites molecules ne sont pas 
20 naturellement Incorporables aux noyaux desdites cellules, ou ont un taux 
d'expressibn faible dans lesdites cellules. Ces molecules sont prdsentdes 
dans ces cellules ^ proximite Immediate de leurs noyaux ou dans ceux-ci, 
et couplees a un immunovecteur caracterise par son affinity pour I'ADN de 
ces cellules, a I'etat de produit de couplage selon I'invention. 

25 

Parmi les cellules visees par la presente invention, on retrouve notamment 
les cellules infectables par un virus ou les cellules tumoraies. 

Entrent egalement dans le cadre de la presente invention les hybridomes 
30 produisant les anticorps selon la presente invention, tels que deposes ^ la 
CNCM le 30 juin 1995 sous les numeros 1-1605, 1-1606, i-1607. 
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En outre, rinvention est relative d une composition pharmaceutique 
caracterisee en ce qu'elle contient, en association avec un v^hicule 
physiologjquerhent acceptable, un produit de couplage selon {'invention, 
5 dans lequel le principe biologiquement actif est un principe actif de 
medicament ou de vaccin et I'immunovecteur est compatible avec 
I'organisme de I'hdte auquel le medicament est destine. 

Entre egalement dans le cadre de la presente invention, I'utilisation du 
10 produit de couplage de I'invention pour I'expression dans des cellules 
receptrices d'une sequence nucleotidique heterologue par rapport a I'ADN 
de I'hdte. 

EXEMPLES 

15 

I. PREPARATION D'llVIMUNOVECTEURS 

A) Immunovecteurs polvclonaux 

20 Les IgG humaines ou murines sont d'abord Isoldes par passage d'un 
m6lange de s6rums provenant d'individus atteints de lupus erythemateux 
diss6mine - ou de souris lupiques (NZB x NZW)F1 - sur de la proteine A 
immobilise sur Sepharose (14). 

25 Les IgG isolees sont passees sur une colonne d'ADN immobilise sur de la 
cellulose. Les anticorps speciflques anti-ADN presents dans ces IgG sont 
fixes sur cet immunoadsorbant ADN-cellulose et elues avec un tampon 
carbonate bicarbonate de sodium 20 pM, pH 10, contenant 5 % de 
dimethylsulfoxide (15). On isole ainsi 1 a 2 mg d'anticorps a partir de 10 

30 mg tf IgG. Les anticorps 6lues sont dialysis, concentres et consen/es e 
-MX jusqu'a leur utilisation. 
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B) Immunovecteurs monoclonaux murins 

Les splenocytes provenant de souris lupiques (NZB x NZW)F1 sont 
5 fusionnes avec le myelome X63 selon le procede de Kohler et Milstein. Les 
hybridomes prodults sont testes en ELISA pour la secretion d'IgG et pour 
leur activite anti-ADN. Les hybridomes sdcrdteurs d'IgG anti-ADN sont 
sous-clones au moins deux fois et les clones demeures doublement 
posltifs (IgG + anti-ADN) sont cultiv^s en masse ou bien des ascites sont 

10 prepares a partir de ces clones chez la souris. Dans une experience 
typique a partir de la rate d'une souris (NZB x NZW)F1, on a obtenu 
approximativement 300 puits positlfs secretant des IgG dont 60 etaient 
capables de reagir avec I'ADN. Apr6s clonage, 20 clones secretaient de 
I'lgG reconnaissant I'ADN. De ces 20 clones, approximativement la moitie 

13 secretaient des anticorps capables de pdn^trer dans le noyau des cellules 
alors que les autres n'en etaient pas capables (voir C : test de penetration 
intranucleaire des immunovecteurs). Les IgG monoclonales sont isolees a 
partir des surnageants de culture ou des liquides d'ascites par precipitation 
avec du sulfate d'ammonium d 45% suivi, apres dialyse, par passage sur 

20 de la proteine A immobilise sur Sepharose. Apres neutralisation des IgG 
eiuees, les preparations sont dialys^es, concentr^es et gard^es a -20*'C 
jusqu'a leur utilisation. 

Les anticorps de souris ci-dessus evoques seront subsequemment 
25 humanises par I'utilisation d'une des techniques connues, par exempie 
celle decrite par Riechmann et al. (20). 

C) Selection des immunovecteurs 



30 .1) Test de penetration intranucleaire des immunovecteurs 
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Deux lign^es de fibroblastes - PtK2 provenant de rein de rat kangourou et 
GMA-32 provenant de rein de hamster - ont dt§ principalement utilis^es. 
Les lames portent ies fibroblastes en croissance exponentielle 
ensemencees 3 2x10" cellules/ml, 24 heures auparavant et mises en 
5 culture dans du milieu RPMI 1640 ou MEM (contenant 10 % du serum de 
veau foetal, 2mM-L-glutamine et 1 % de pyruvate de sodium) sont 
incub^es d ZT^C dans du milieu de culture renouveld, contenant des 
quantit§s choisies d'immunovecteur (1 ^ 70 (jg/ml). Apr§s 2^4 heures 
d'incubation, les cellules sont levies avec du PBS et fixees avec solt de 
10 rethanol pendant 10 minutes a -20*C, soit avec 0.2 % de glutaraldehyde et 
2 % de formaldehyde dans du PBS pendant 20 minutes. Apres trois 
lavages avec du PBS, les cellules sont perm§abilis6es pendant 20 minutes 
dans du PBS contenant 0.2 % de serum albumine bovine et 0.5 % de 
saponine. 

15 

Les preparations cellulaires sont alors lavees avec du PBS et incubees 
pendant 45 minutes a 24°C avec des anticorps de lapin ou de mouton anti- 
immunoglobuiines de souris (ou anti-immunoglobulines humaines) 
marques avec la fluoresc^ine ou avec la peroxydase (20 pg/ml). Apres 

20 lavage, les preparations cellulaires incubees avec I'anticorps fluorescent 
sont examinees au microscope a fluorescence. Les preparations cellulaires 
incubees avec I'anticorps marque avec la peroxydase sont d'abord 
incubees dans le substrat cytochimique de la peroxydase 
(diaminobenzidine (DAB) + H2O2) et, apres lavage, la preparation est 

25 examinee au microscope optique (14). Le nombre de cellules positives est 
compte. 

Tel que precedemment decrit, des thymocytes de souris ont ete aussi 
utilises pour tester la penetration des immunovecteurs dans le noyau. Des 
30 suspensions de thymocytes ont ete preparees a partir de thymus de souris 
BALB/c. Les thymocytes, d une concentration de 1 x 10^ ceilules/ml, sont 



wo 97/02840 



PCT/FR96/01076 



17 

Incubees a 37*C pendant 3 heures dans un milieu de culture contenant 
des quantltes croissantes d'Immunovecteur (1 a 70 pg/ml). Apres lavage et 
fixation, les lymphocytes sont traltes comme les preparations de 
fibroblastes ci-dessus pour la detection intranucleaire des anticorps. 

5 

2) Test de fixation des anticoros anti-DNA sur les ceHules 
Ivmotiordes 

De fagon a mettre en evidence une reaction avec les membranes des 
10 cellules, 10® thymocytes ou splenocytes de souhs ont ete incubes a froid 
pendant 45 minutes avec 0,1 ml des diff6rents anticorps monoclonaux 
dilu^s dans une solution d'albumlne bovine a 0,1 % contenant 0,2 % 
d'azide de sodium. Apres lavage, les cellules sont incubees avec des 
anticorps anti-IgG de souris fluorescent pendant 45 minutes a froid. Apres 
15 lavage, les cellules sont examinees au FACS et le nombre de cellules 
positives determine dans chaque population. 

Des 20 anticorps monoclonaux examines, approximativement la moitie 
secretent des anticorps qui sont capables de penetrer dans le noyau des 
20 cellules alors que I'autre moitie n'en est pas capable. Une con-elation a pu 
etre etablie entre les anticorps monoclonaux penetrant avec une grande 
efficacite dans le noyau des cellules (nombre de cellules marquees, 
dilution limite pour obtenir un marquage) et leur aptitude ^ marquer les 
thymocytes et les splenocytes. 

25 

II PREPARATION D'IMMUNOVECTEURS PORTANT DES 
HAPTENES. PROTEINES OU ACIDES NUCLEIQUES 

A) Preparation de fragments F(ab')2 et Fab' d'immunovecteurs 
30 - 
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Les fragments F(ab')2 des immunovecteurs sont prepares selon des 
precedes dScrits impliquant une proteolyse par la pepsine suivie d'une 
reduction par ia cysteine pour obtenir ie fragment Fab' (14). Ainsi dans 5 
ml de tampon citrate-acide citrique 0,1M, pH 3,5, contenant 5 mg 
5 d'immunovecteur, on ajoute 150 pg de pepsine et on incube 2 heures a 
37''C. Le milieu est ajust^ a pH 8 et la preparation filtree sur une colonne 
de prot§ine A-Sepharose pour eliminer les IgG non diger^es. Apres dialyse 
centre du PBS, cette preparation de F(ab')2 est conservee a -20''C jusqu'a 
utilisation. Pour obtenir les fragments Fab' on ajoute de la cysteine a une 
10 concentration finale de 0.02 M dans la preparation du F(ab')2. Apres 10 
minutes d'incubation a 37°C, on ajoute 0.04 M d'iodoacetamide et on laisse 
incuber pendant 30 minutes. Cette preparation de Fab' est dialysee centre 
du PBS et est conservee ^ -20°C jusqu'd son utilisation. 

15 B) Immunovecteurs/haptdnes 

Couplaoe a la biotine 

Dans 0.5 ml de tampon phosphate 0,1M, pH7, contenant 1 mg 
20 d'anticorps, on ajoute 2 \j\ d'une solution 0.1M de d-biotine-N- 
hydroxysuccinimide ester dans du dimethylfonnamide (1 mg de Tester actif 
dans 30 pi de dimethylformamide). On laisse la solution pendant 1 heure a 
la temperature du laboratoire et on dialyse contre du PBS a +4°C toute la 
nuit. 

25 

CouDlaae a la fluoresceine 

Dans 1 ml d'une solution de carbonate de sodium 0.1M contenant 
1 mg d'anticorps, on ajoute 20 pi d'une solution d'isothiocyanate de 
30 fluoresceine dans le dimethylsulfoxyde (10 mg/ml). On laisse la solution 3 
heures a la temperature du laboratoire et on dialyse contre du PBS k +A''C. 
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C) Immunovecteurs/prot&nes 
CouDlaoe avec la Deroxvdase 

5 

Dix miiiigrammes de peroxydase sont dissous dans 0.2 ml de 
glutaraldehyde a 1 % dans du tampon phosphate 0.1 M pH 6,8. Apres 
Incubation a la temperature du laboratoire pendant 18 heures, la solution 
est filtree sur une coionne de Sephadex G25 (0,9 x 60 cm) equllibree avec 

10 NaCI 0.1 5M pour 6iimlner I'exces de glutaraldehyde. A cette solution de 
peroxydase activee, on ajoute 1 mi d'une solution de NaCI 0.15 M 
contenant 5 mg d'anticorps et 0,2 ml de tampon carbonate-bicarbonate 1M 
pH 9.5. La solution est gard§e d +4'C pendant 24 heures puis additionn^e 
de lysine a la concentration finale de 0.1 M, puis diatysee centre PBS a 

15 4X. 

D) Immunovecteurs/acides nucl4iaues 
Polynucleotides 

20 

Le polynucleotide utilise etait compose de 15 nucleotides et portait une 
fluoresceine en 5' et un groupement NH2 libre en 3'. II a 6t§ prepare selon 
des procedes classiques de synthese nudeique. Ce nucleotide a ete 
couple a I'immunovecteur par I'intermediaire de la p-benzoquinone (14). 

25 Dans 0,4 ml de tampon phosphate 0.1 M pH 6 contenant 1 mg 
d'immunovecteur (mol6cule entidre, F(ab')2 ou Fab') on ajoute 0,1 ml 
d'ethanol contenant 3 mg de p-benzoquinone. Aprds une incubation d'une 
heure a la temperature du laboratoire la preparation est filtree sur coionne 
de Sephadex G-25. La fraction contenant I'immunovecteur active est 

30 additionnee du polynucleotide dans un rapport d'une molecule 
d'immunovecteur pour 4 molecules de polynucleotide, et la solution 
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ramende d pH 9.2 avec du tampon carbonate-bicarbonate. Apres 16 
heures d'incubation d la temperature du laboratoire. la reaction est arrdtee 
par addition de lysine a la concentration de 0.1M finale et ensuite dialysee 
centre du PBS. Cette preparation est conservee a +4°C jusqu'a son 
5 utilisation. 

Plasmides 

Deux plasmides ont ete testes, un premier portent le promoteur de la 
10 vimentine en amont du gene codant pour les antigenes T, t du SV40 
(pHuVim 830 T,t) (21 ) et un deuxieme portent le gene de la luciferase (22) 
sous le contrdle d'un promoteur du cytomegalovirus (pCMV-Luc) (5). 

Ces plasmides sont maintenus dans la souche E. coll et sont prepares 
15 apres une culture bacterienne par la m§thode standard de lyse en 
presence de detergent et en milieu alcalin. Les plasmides sont ensuite 
purifies par chromatographie sur une colonne de resine (Qiagen Plasmid 
Kits). 

20 Les immunovecteurs J-20.8 et F-14.6 sont utilises pour ce travail. Ces 
anticorps sont prepares par la methode de preparation d'immunovecteurs 
monoclonaux precedemment decrite au paragraphe I.B/ . Les anticorps 
sont couples a de la poly-L-lysine a I'aide d'un agent de coupiage, 
particullerement un carbodiimide, tel I'EDC (1-(3-dimethylaminopropyl)-1'- 

25 ethyl carbodiimide). Dans certains cas, des IgG polyclonales sont ajoutees 
a I'anticorps anti-ADN dans un rapport 10 : 1 de fa9on a augmenter la 
concentration d'IgG dans le milieu et favoriser ainsi le coupiage avec la 
polylysine. 

- 2 mg d'anticorps monoclonal (J-20.8 ou F-14.6) dans 1 ml de PBS 
30 ou d'JgG polyclonales concentrees a 20 mg/ml sont dialyses toute la nuit 
centre un tampon MES, 10 mM, pH 5. Deux mg de poly-L-lyslne (PM = 
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18.000) sont dissous dans 1 ml de ce meme tampon puis additionnes de 
0,2 mg de EDC (dans 50 pi de tampon MES) pendant 30 secondes. La 
solution de poly-L-lysine est alors ajout^e a la mixture anticorps/EDC et 
{'incubation se poursuit pendant 2 heures. 
5 - la preparation est ensuite filtree sur une colonne proteine A- 

Sepharose pour separer I'exces de poly-L-lysine des anticorps conjugues a 
la polylysine qui sont eiues a pH 3 dans les conditions habituelles, 
neutralises et dialyses contre du PBS. 

10 

III. EXEMPLES DE TRANSFERT DE SUBSTANCES DANS LES 
NOYAUX DES CELLULES PAR DES IMMUNOVECTEURS ASSOCIES A 
CES SUBSTANCES 

15 A) Transfert in vitro de la fluoresceine 

Des fibroblastes de la lignee GM A-32 en culture sur des lamelles de ven-e 
sont incubes a 37**C pendant 2 a 4 heures dans du milieu de culture RPMI 
contenant des quantites croissantes d'immunovecteurs monoclonaux 

20 (anticorps J-20.8 ou fragments Fab'2) marques avec la fluoresceine. Au 
bout de ce temps, les cellules sont lavees et fixees comme decrit dans IC1 . 
Apres inclusion dans le milieu Mowiol, elles sont examinees au microscope 
en fluorescence. La presque totalite des noyaux des fibroblastes montre un 
marquage fluorescent. Par contre, les noyaux de fibroblastes incubes ayec 

23 un anticorps monoclonal temoin Ig 2a sans activity anti-ADN, qui ne 
penetre pas dans les noyaux, ne presentent pas de fluorescence (Figures 
let 2). 

B) Transfert in vivo de la fluoresceine dans les lymphocytes 
30 D6riDh6riaues de la souris 
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Un mg d'immunovecteur (anticorps monoclonal C-2.1 ou F-4.1 ou 
d'antjcorps temoln (anticorps monoclonal G-14) marqu^ avec la 
fluorescSine est Injects d deux souris d ralson de 0,2 ml par voie 
intravelneuse et 0,3 ml par vole intraperitoneaie. Apres 5 heures les souris 
5 sont saign§es et sacrifiees et les lymphocytes du sang circulant sont 
analyses par FACS. On note que 60% des lymphocytes du sang 
p§riph§rjque provenant de la souris Inject^e avec I'Immunovecteur sont 
fluorescents alors qu'aucun des lymphocytes de Tanimal t^moin ne le sont 
(Figure 3). L'examen au microscope montre une fluorescence au niveau 
10 des noyaux dans la majorite des cellules. 

C) Transfert de la biotine 

Des fibroblastes de la lign§e PtK2 (10^/ml) mis en culture 24 heures 
IS auparavant sont incubes dans un milieu de culture RPMI complet avec des 
IgG polyclonaies anti-DNA humaines marquees avec la biotine en 
quantites croissantes (5-1 00 pg). Apres 3 heures, les cellules sont lavees, 
fixees et permeabilisees comme decrit dans IC. Les cellules sont ensuite 
incub^es avec du RPMI contenant 1 pg/ml de streptavidine marquee a la 
20 peroxydase. Apres une heure, les cellules sont lavees trois fois avec du 
PBS et la peroxydase associee aux cellules est r§velee en utilisant ie 
milieu DAB + H2O2. Les preparations sont incluses dans du Mowiol et 
examinees au microscope optique. Un grand nombre de noyaux des 
fibroblastes incubes avec I'igG anti-ADN sont positifs alors que les cellules 
25 incubees avec des IgG provenant d'individus normaux et marquees avec la 
biotine, sont negatives. 

D) Transfert de la peroxydase 

30 Dans les conditions definies en paragraphe IIIC, les fibroblastes PtK2 sont 
incubes avec des quantites croissantes de fragments Fab' d'un 
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immunovecteur (anticorps J-20.8) marque avec la peroxydase. Apres 3 
heures, les cellules sont Iav6es jtrois fois avec du PBS et fixees pendant 20 
minutes avec 0.2 % de glutaraldehyde et 2 % de formaldehyde dans du 
PBS. Apr6s lavage, on r6v6le I'actlvite de la peroxydase par le test colore 
5 DAB + H2O2 et on examine les preparations au microscope optique. Une 
grande proportion de noyaux des fibroblastes incubes avec les fragments 
Fab' de I'anticorps J-20.8 sont positlfs pour la peroxydase, alors que ceux 
Incubus avec Tanticorps contrdle 48.9 sont n^gatifs. 

10 E) Transfert de polynucleotide marau4 a la fluoresc^ine 

3 X 10® splenocytes, prepares a partir de la rate de souris BALB/c, sont 
incub§s dans 1 ml de RPMI contenant 40 jjg/ml d'immunovecteur (J-20.8) 
ou de son fragment Fab' couple de mani§re covalente au polynucleotide. 
15 Apr6s trois heures d'incubatlon S 37°C, les cellules sont Iav6es avec du 
PBS, fixees en 4% de parafonnaldehyde et examinees au microscope. Hull 
a 10 % des cellules montrent une fluorescence intranucleaire (Figure 4). 

F) Transfert de olasmide 

20 

L'efficacite de transfection a ete evaluee par la mise en Evidence de la 
synthase des prot6ines codees par ces genes, soit a I'aide d'anticorps anti- 
antigene T couples d la peroxydase, soit par un dosage lumlnometrique de 
I'activite de la luciferase sur son substrat la lucif§rine. 

25 

Les cellules utilis^es sont des fibroblastes de la lignee GMA-32 et des 
cellules de carcinoma Hep 2. Elles sont cultivees dans un milieu complet 
(milieu RPMI 1640 contenant 10% de serum de veau foetal, 2mM L- 
glutamine, 1% de pyruvate de sodium et des antibiotiques), a 37*C de 5% 
30 de CO2. 
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Plasmide oHuVim 830 T.t : Les cellules Hep2 sont ensemencees la vellle a 
ralson de 2 x 10^ cellules dans 0,5 ml de milieu complet par pults d'une 
plaque de 24 puits. Pour la transfection, le milieu est retire et remplace par 
0,3 ml de milieu complet contenant 20 |jg d'anticorps-poly-L-lysine et 2 pg 
5 de plasmide, ou 20 pg d'anticorps natifs et 2 pg de plasmide ou 2pg de 
plasmide seul. Apres 6 heures, le milieu est change et la culture est 
poursuivie en changeant le milieu tous les deux jours et en d^oublant les 
cellules si ndcessaires. L'efficacit^ de la transfection est testae S des 
temps variables. 

10 

Plasmide dCMV-Luc : les cellules GMA-32 sont ensemencees la veille a 
raison de 7 a 10 x 10^ cellules / 0,5 m| de milieu complet par puits d'une 
plaque de 24 puits de milieu de culture complet. Pour la transfection, le 
milieu est retire et remplace par 0,5 ml de milieu complet contenant 8 pg 
15 de J-20.8/polysine ou de F^14.6/polylysine, ou 20 pg cle J-20.8 IgG 
polyclonale et 2 pg de plasmide ou 2 pg de plasmide seul. Apres 6 heures, 
le milieu est change. L'efficacite de la transfection et testee 24 heures 
apres le debut de la transfection. 

20 Controle de la transfection 

Plasmide oHuVim 830 T.t : la synthase de I'antigfene T dans le noyau des 
cellules transfect^es est mise en Evidence par une m^thode 
immunocytochimique. Les cellules sont lavees 3 fois avec du PBS puis 

25 fixees 10 minutes dans le methanol a -20°C. Eiles sont ensuite incubees 
avec I'anticorps anti-antigene T couple S la peroxydase pendant 1 heure. 
Aprds lavage, la peroxydase est revel^e par le melange DAB H202. Dans 
le puits incube avec le complexe J-20.8-polylysine et plasmide, des 
cellules Isoldes et quelques foyers de cellules ont un noyau fortement 

30 colore en brun apres 48 heures et apres 2 semaines. Le temoin avec 
I'anticorps natif ou ie plasmide seul est n^gatif. 
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Plasmide p CMV-Luc : refficacite de la transfection est mise en evidence 
par la synthese de lucif^rase detectable dans les lysats des cellules 
transfectees. Cette enzyme catalyse I'oxydatlon de la luclferine qui se 
5 traduit par un prcxluit detectable dans un luminomdtre. Apres la culture, les 
cellules sont lavees dans le PBS puis lysees dans un tampon Tris- 
phosphate, 25 mM. pH 7.8. contenant 8 mM MgCb. 1 mM DTT. 1% Triton 
X100. 1% BSA et 15% glycerol. Le lysat est dose dans un lumlnometre par 
addition automatique d'une solution de luclferine (0,25 mM) et d'ATP (1 

10 mM). Un aliquot du meme lysat est dose quant a sa concentration en 
proteines par un reactif de Coomassie (Bio-Rad Protein Assay). Les 
resultats sont exprimes en unites (RLU) par mg de prot6ines. Comme le 
montre le tableau, un transfert de genes a lieu en presence des 
preparations anticorps J-20.8/polylyslne et F-14.6/polylysine alors que les 

15 IgG / polylysine n'ont pas d'effet. 

L'efficacite de transfection pour un meme rapport anticorps/plasmide est 10 
fois plus elevee avec la preparation J-20.8 qu'avec le F-14.6. De plus, 
■'addition d'IgG polyclonales concentrees pendant le couplage a la 
20 polylysine semble augmenter l'efficacite de transfection puisque 2 pg de J- 
20.8 (complexe 20 : 0.5) de la preparation J-20.8-lgG/poly lysine donnent 
des resultats du m§me ordre de grandeur que 8 |jg (complexe 8 : 0,5) de la 
preparation J-20.8/polylysine. 

25 L'ensemble des resultats obtenus est resume dans le tableau suivant : 



30 
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5 



Immunovecteur 


Rapport 


Dosage 




anticorps/plasmide 


RLU/mgx10^ 




Mg/jjg 




J-20.8-lgG 


20:0,5 


5,8 


/polylysine 


20 : 0.5 


63.00 




8:2 


2,00 


J-20.8/ 


8:1 


15.00 


polylysine 


8:1 


38,00 




8:0,5 


13.00 


F-14.6/ 


8 : 0.5 


1.3 


polylysine 






IgG/polylysine 


20 : 0,5 


<0,1 




20 : 0.5 


<0,1 


Piasmide 


2 


<0,1 


seul (|jg) 


1 


<0,1 




0,5 


<0,1 
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Dans ce qui precede, les immunovecteurs preferes etaient essentiellement 
formes par des anticorps anti-ADN ou des fragments de ces anticorps, 
sous reserve que ces fragments retiennent le site de reconnaissance pour 
5 I'ADN entier. II va naturellement de soi que les immunovecteurs utilisables 
dans le cadre de I'lnvention pourraient etre constitues de toute autre fagon, 
des lors qu'ils permettraient egalement le transport du principe 
biologiquement actif qui lui serait associe a travers les membraneis de ces 
cellules et leur cytoplasme et son transfer! a proximite du noyau des 
10 cellules, ou m§me a I'interieur de ce noyau. 

A titre d'exemples de tels immunovecteurs, on peut citer des conjugues 
entre une proteine nucleaire, par exemple un histone, une prot6ine hnRNP, 
une polymerase ou un facteur associ^ S cette polymerase, et le produit 

15 actif, cette proteine nucleaire ^tant elle-m§me ( sauf d ce qu'elle soit a elle 
seule capable d'assurer I'intemalisation et le transfert d'un principe 
biologiquement actif dans le noyau des cellules) conjuguee a {'anticorps 
anti-recepteur membranaire de la cellule ou a toute autre molecule 
permettant I'internatilisation dans la cellule du conjugu^ ainsi produit. Des 

20 lors que ce conjugue est apte a diffliser jusque dans le noyau des cellules 
et que par ailleurs il pourrait a son tour transporter et transferer, comme 
cela a ete defini plus haut, un principe biologiquement actif qui serait 
couple a ce conjugue, il constitue un immunovecteur entrant dans le cadre 
de la presente invention. 

25 

Les techniques de selection qui ont dte decrites, plus haut, pour le choix 
d'immunovecteurs efficaces pour le transfert d'un principe actif dans le 
noyau des cellules sont tout autant applicables a la selection des 
conjugues susmentionnes. 
30 . 
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L'homme du metier comprendra qu'un critere de choix supplementaire 
pourrait, pour au moins certains des conjugues utilises, resider dans 
■'absence d'une intervention ind^sirable de la prot^ine nucl^aire qu'il 
contient avec le fonctionnement de la cellule. II est d'ailleurs a noter que 
5 seule la partie de la proteine intranucleaire portent son site de 
reconnaissance de I'AON correspondant est indispensable a la realisation 
conforme a I'invention. 
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LEGENDE PES FIGURES 

FIGURE 1 : Transfert "in vitro" de la fluoresc^ine. 

Marquage des noyaux des fibroblastes GMA 32 par un 
5 immunovecteur marque a la fluoresceine (anticorps J-20.8) en A et B 
(grossissement X 100). 

C : Absence de marquage avec I'anticorps contrdle fluorescent (x 

100). 

D : Un autre champ vu au faible grossissement (x 40). 

10 

FIGURE 2 : Meme preparation que celle de la Figure 1A analysee en 
microscope confocaJe. Les fibroblastes GMA 32 sont marques 
essentiellement dans le noyau. Sur la figure 2A, on peut noter une 
fluorescence totale. La figure 2B correspond a I'analyse de I'intensite de 
15 fluorescence. 

FIGURE 3 : Transfert de la fluoresceine "in vivo . 

Analyse au FACS des cellules du sang peripherique des souris injectees 5 
heures auparavant sur la figure 3A, I'anticorps contrdle fluorescent et sur 
20 la figure 38 avec un immunovecteur fluorescent I'anticorps (J-20.8). 
Histogrammes representant en abscissa, I'intensite de fluorescence (en 
unite arbitraire) et en ordonnee, le nombre de cellules. 

FIGURE 4 : Analyse des cellules du sang peripherique (de la figure 3) en 
25 microscopie confocale. Sur la figure 4A, on peut noter une fluorescence 
totale. La figure 48 correspond d I'analyse de I'intensite de fluorescence. 

FIGURE 5 : Transfert "in vitro" d'un nucleotide . 

Examen en microscopie confocale d'un splenocyte de souris dans lequel a 
30 perietre le fragment Fab' d'un immunovecteur (anticorps J-20.8) couple a 
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un nucleotide fluorescent. Sur la figure 5A, on observe une fluorescence 
totale. La figure 5B correspond a Fanalyse de t'intensite de fluorescence. 
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REVENDICATIONS 

1. Produit de couplage entre un principe biologiquement actif et un 
immunovecteur ledit produit de couplage etant caracterise ^ la fois par la 

5 capacite de rimmunovecteur a permettre rinternallsation dans des cellules 
eucaryotes du principe biologiquement actif, et par I'affinite de 
rimmunovecteur pour I'ADN de ces cellules, au point de rendre ledit 
immunovecteur apte a transferer le principe biologiquement actif a 
proximity immediate des noyaux de ces cellules ou dans ces noyaux. 

10 

2. Produit selon la revendication 1 , caracterise en ce que le couplage 
entre le principe biologiquement actif et rimmunovecteur met en oeuvre 
une liaison covalente ou non-covalente. 

15 3. Produit selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracterise 
en ce que rimmunovecteur entrant dans la constitution de ce produit est 
choisi parmi ceux qui sont selectionnables par un test de penetration 
cellulaire comportant une premiere incubation de rimmunovecteur 6tudie 
en presence de cellules daris le noyau desquelles le principe actif 

20 susceptible d'etre associe a rimmunovecteur doit etre transfere, suivie, 
aprds fixatibn et perm^abilisation de ces cellules, d'une autre incubation 
avec des anticorps anti-immunovecleurs marques, et enfin d'une detection 
a proximlte immediate du noyau ou meme au sein de celui-ci de la reaction 
immunologique du type antigene-anticorps entre rimmunovecteur et 

25 I'anticorps anti-immunovecteur. 

4. Produit selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que rimmunovecteur est forme d'un anticorps ayant une affinite pour 
un acide nucleique ou un fragment de cet anticorps conservant cette 
30 affinite. 
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5. Produit selon la revendication 4, caract^rise en ce que 
rimmunovecteur est choisi parmi les IgG monoclonales, les fragments 
(Fab')2 ou (Fab'), ou tous polypeptides correspondant au(x) site(s) des 

5 anticorps implique(s) dans la reconnaissance de I'acide nucleique 
correspondant. 

6. Produit selon la revendication 4 ou 5, caracteris^ en ce que les 
immunovecteurs sont des immunoglobulines, notamment des IgG 

10 porteuses d'activite anti-ADN provenant d'individus normaux. 

7. Produit selon la revendication 4 ou 5, caracterise en ce que les 
immunovecteurs sont des immunoglobulines notamment des IgG porteuses 
d'activite anti-ADN, provenant d'individus presentant des syndromes auto- 

15 immuns, plus particulierement des syndromes de lupus erythemateux 
dissemine. 

8. Produit selon I'une quelconque des revendications 4 a 7, caracterise 
en ce qu'il s'agit d'un anticorps bi-specifique reconnaissant d'une part 

20 I'ADN et d'autre par une prot^ine telle que Tat, Rev du retrovirus VIH, et, 
d'autre part, des marqueurs de surface tels que CDS, CD4, CDS, CD19, et 
CD34. 

9. Produit selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 
25 en ce que le principe actif couple h rimmunovecteur est une molecule 

choisie parmi des acides nucleiques, des proteines ou des haptenes. 



10. Produit selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce que le principe actif couple a I'immunoviecteur est constitue par un 
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I'expression d'une prot§ine codee par un gene contenu dans ledit 
plasmide. 

11. Produit selon la revendicatlon 10, caracteris(§ en ce que lorsque 
5 rimmunovecteur est un anticorps ou fragment d'anticorps, ce dernier est 

prealablement couple a un agent capable d'induire un effet de compactage 
sur I'ADN, cet agent etant de preference le polylysine. 

12. Produit selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 
10 en ce que le principe actif est constitue par un gene destine a s'intdgrer 

dans le genome des cellules cibles, notamment par recombinaison 
homologue, plus particulidrement un ADN "nu" contenant une sequence 
d'acide nucleique codant pour un polypeptide originaire de cellules 
bact6riennes ou eucaryotes. de cellules fongiques, ou de virus, ce 
15 polypeptide ayant des propri6t6s vaccinantes. 

13. Produit selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce que le principe actif permet I'immortalisation de types cellulaires 
choisis. particulierement les macrophages, les cellules dendritiques, les 

20 cellules B et T, et les cellules h6matopoi§tiques, notamment d'origlne 
humaine. 

14. Produit selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce que le principe actif est un oligonucleotide antisens permettant 

25 I'inhibition de la synthase prot6ique ou nucleotidique, par exemple dans ies 
cellules affectees par un retrovirus VIH, ou dans des cellules tumorales. 

15. Cellules eucaryotes contenant des molecules actives de preference 
au niveau nucleaire, caracterisees en ce que lesdites molecules ne sont 

30 pas naturellement incorporables aux noyaux desdites cellules, ou ont un 
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taux d'expression faible dans lesdites cellules, lesdites molecules 6tant 
presentees dans ces cellules a proximity Immediate de leurs noyaux ou 
dans ceux-cl, et coupl6es a un immunovecteur caract§rise par son affinite 
pour I'ADN de ces cellules, a I'etat de prodult selon I'une quelconque des 
5 revendicatlons 1 a 12. 

16. Cellules selon la revendication 13, caract6ris6es en ce qu'il s'agit de 
cellules infectables par un virus ou de cellules tumorales. 

10 17. Hybridomes deposes a la CNCM le 30 juin 1995 
sous les numero d'enregistrement : 
1-1605 
1-1606 
1-1607 

15 

18. Procede de transfert in vitro d'un principe actif dans les noyaux de 
cellules eucaryotes choisies, caracterise par le couplage de ce principe 
actif S un immunovecteur possedant d la fois la capacite d permettre 
rintemalisation de ce principe actif dans ces cellules eucaryotes et une 

20 affinity pour I'ADN de ces cellules, au point de le rendre apte d transporter 
ce principe biologiquement actif a proximite Immediate ou dans les noyaux 
de ces cellules. 

19. Proced6 selon la revendication 16, caract§rise en ce que le principe 
25 biologiquement actif est couple de fa9on covalente ou non covalente a 

I'immunovecteur. 

20. Procede selon la revendication 16 ou 17, caracterise en ce que 
I'immunovecteur entrant dans la constitution de ce produit est choisi parmi 

30 ceux' qui sont seiectionnables par un test de penetration cellulaire 
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comportant une premiere incubation de rimmunovecteur etudie en 
presence de cellules dans le noyau desquelles le principe actif susceptible 
d'dtre associ^ d rimmunovecteur doit §tre transports, suivie aprds fixation 
et pemneabilisation de ces cellules, d'une autre incubation avec des 
5 anticorps anti-immunovecteurs marques, et enfin d'une detection a 
proximite immediate du noyau ou mdme au sein de celui-ci de la reaction 
immunologique du type antigdne-anticorps entre rimmunovecteur et 
I'anticorps anti-immunovecteur. 

10 21. Precede selon la revendication 16, caract6ris6 en ce que 
rimmunovecteur est forme d'un anticorps ayant une affinite pour un acide 
nuclSique ou un fragment de cet anticorps conservant cette affinity. 

22. Precede selon la revendication 19, caracterise en ce que 
15 rimmunovecteur est choisi parmi les anticorps, de pr6f6rence des IgG 
monoclonales, les fragments (Fab')2 ou (Fab'), ou tous polypeptides 
correspondant au(x) site(s) des anticorps implique(s) dans la 
reconnaissance de I'acide nucieique correspondant. 

20 23. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient, en 
association avec un vehicule physiologiquement acceptable, un produit 
conforme S rune quelconque des revendications 1 d 9, dans lequel le 
principe biologiquement actif est un principe actif de medicament ou de 
vaccin et rimmunovecteur est compatible avec I'organisme de I'hote auquel 

25 le medicament est destine. 

24. Utilisation du produit selon la revendication 1 pour exprimer in vitro 
dans des cellules receptrices une sequence nucleotidique heterologue par 
rapport ^ I'ADN de I'hdte. 
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FIGURE 2B 
FRJIUE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 

This Intemational Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. [_j As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers all 

searchable claims. 

2. 1^ As all searchable claims couldbesearchedwithouteffortjustifyinganadditionalfee.this Authority did not invite paym 

of any additional fee. 

3. rn Asojily some of the required additional search fees were timely pdd by the applicant, this i^^ 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this intemational search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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technique pertinent, mais dtfc pour oomprendre le prindpe 
ou la ttitohe constituant la base de t'invention 

'X' document paiticulidrement pertinent; I'lnvention revcndiqute ne peut 
etre consider6e commc nouvdle ou comme impliquant une activitfc 
inventive par rapport au document oonsidM isddnent 

*Y' document particuliirement pertinent; Tinvention revendiquie 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est assode A un ou pluaeun auires 
documents de mtaie namre, cette comfainaisott etant evidente 
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C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categqric * IdentifiGation des documents dtts, avcc, le cas tehiant, rindicaiian des passages pertinents 



us 4 656 675 A (BOREL YVES ET AL) 17 Mars 
1987 

voir colonne 7; revendi cations 

NUCLEIC ACIDS RES. (1994). 22(25), 5530-9 
COOEN: NARHAD;ISSN: 0305-1048, XP002021247 
NIEMEYER, CHRISTOF M. ET AL: 
"01 igonucleoti de-directed self-assembly of 
proteins: semisynthetic DNA-streptavidin 
hybrid molecules as connectors for the 
generation of macroscopic arrays and the 
construction of supramolecular 
bioconjugates" 

voir page 5530, colonne 2; figure 3; 
tableau 1 

voir page 5536, colonne 1 
DATABASE CHEMABS 

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE. COLUMBUS, 
OHIO, US 
AN122: 78416, 

KHAN, SHABBIR A.: "Regulation of human 
imnunodeficiency virus gene expression by 
the Tat and Rev proteins" 
XPGO2021248 
voir abrege 

& PEPTIDES (1994). 279-300. EDITOR(S): 
BASAVA, CHANNA;ANANTHARAMAIAH, 
GAHADAHALLI NANJUNATH. PUBLISHER: 
BIRKHAEUSER, BOSTON, MASS. COOEN: 60JMAN. 



no. des revendscations visfccs 



1-24 



1-24 



1.7,8 
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Oemuidc mttrnuiemle n' 

.WFR 96/01076 



Cairel 



do Mint I de la 



feuille) 



ae pumweot pas lain fabjel d'vne rcdicrchc 



Confofmcm c ni a l aruclc ]7^)a). ceruunet rcvcndicauons n ont pas fail I'objet d une recherche pour Ics motifs suivanu: 

l> 1 I |jegrc»cndiciiipasTf 

at rapportcnt a un objei a I'cgvd duqucl radmtnmration n'esi pas lenue dc procedcr a la recherche, a savoir: 



1. rXjlx«,a>>ariirsuniisn« 1-24 _ ^ 

^""^ m ffipponcm adet parties de lademande intcmaiioaale 9tti ne laraplisscm pas sufiisaiiimcni les condkions prcsentcs pour 
^^ne lochetchc atirfftrfif— * puisse tea tShamc^ ca pwtieulicr: 

ftecherches IncompUtes. A cause du grand nombre de conpos^s qui sont d^fl- 
His dans les revendl cations 1,9 la recherche a du etre 11rti1t6e pour des 
ralsons economiques. La recherche a §t§ restrelnte aux composes mentlonnes 
dans les exeroples et aux groupes de recherche concernes de la documentation 

□offlclelle. 
IxsremdicatKins n*" ^ ^ .. ^. 

aoni des revcndKauoni dependamet et ne soni pai rcdtgees conformcmeni aus dispoauons de la detuneme ci de la 
W Hisi e i n c phrases dc la regie Mjl). 

C'adit 11 fi hoi na tin n i InraqiHI j a a^rrrr f -nftf — T^'^ ^ ^ 



l/adrntnauaiMin chargcv de la recherche intcrnaunnalc a trouve pltisicurs invcnisons dans la dcmandc tniernauonalc. a f avoir; 



I . I 1 Ciimmc iiiuics les imcs adiliiionnclles nni cic payees dans Ics dclais par Ic ilcp»s*ni. Ic prcscni rappiiri dc recherche 
inter nautinalc pone sur louics Ics revcndicatiims ptiuvani (aire I ob|ct d unc recherche. 

2 n Coimne loutcs Ics rechcrchci poriani sur Ics rcnmdicauons qui s y prciaicni nni pu circ cffcciuccs sans effort pariicoher 
lusuftant unc use additicmnclle. I adminisirauon n a solhciic »e paiement d aucunc laxc dc «itc nature. 



J. n Comme unc partic seulcment des taacs addiuonnclics demandces a etc payee dans «lj»«f P»^^ I'Jfi^l! Ts^TL 
^ rapport dc recherche imcrnatKmaic nc portc que sur Ics revendications pour Icsqucllcs Ics taics «m etc payees, a savoir 
les re%cndicaii»ns if*: 



4. rn Aucunc taKc addiuonnclle demandec n a etc payee dans tos delais par le deposant. ^'^^^^f^;;^^^^ 

! I ac recherche inu»nauonalc nc pone que sur I invenuon menuomiee en premier licu dans les revendications. elle c$i 

ciiuvcrtes par les revcndicaunns h": 



■ la rcvrve * addilionneiles eiaient accompagnees d'tmc reserve de la par i du deposant. 

I I 1 X paiement des taxes addittonncltcs n ctait assorti d aucunc rcscr \x\ 
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